昆虫 学 报 4cta Entomologica Sinica, December 2011, 54(12): 1354 - 1360 ISSN 0454-6296 


应 用 桌 式 PCR-DGGE 技术 分 析 稳 虱 幼 小 蜂 体 内 
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摘要 : 以 采集 自 中 国 杭州 和 菲律宾 的 稻 乔 缕 小 蜂 Anagrus nilaparvatae 为 研究 对 象 ,采用 六 式 PCR 扩 增 Wolbachia 
的 16S rDNA 和 wsp 基因 片段 , 并 用 DGGE 分 析 稳 虱 绢 小 蜂 体 内 Wolbachia 的 多 样 性 。 基 于 16S rDNA 基因 的 分 析 
结果 准确 地 检测 到 称心 织 小 蜂 体 内 细菌 主要 是 Acinetobacter sp., Methylophilus sp., Acidovorax sp.,，Burkholderia sp. 和 
Wolbachia sp. 。 基 于 wsp 基因 的 分 析 结 果 显 示 , 杭州 种 群 感染 的 Wolbachia 属于 A 组 的 Mors 亚 组 ,菲律宾 种 群 感 
染 的 Wolbachia 属于 A 组 的 Dro 亚 组 。 结果 说 明 , 梨 式 PCR-DGGE 是 寄生 蜂 体 内 Wolbachia 检测 和 多 样 性 分 析 的 有 
效 方法 , 其 中 16S rDNA 基因 是 检测 Wolbachia 存在 的 较 佳 分 子 标记 , wsp 基因 是 Wolbachia 多 样 性 分 析 以 及 种 属 鉴 
定 和 分 型 的 较 佳 分 子 标记 。 
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Diversity of Wolbachia in Anagrus nilaparvatae ( Hymenoptera.: 


Mymaridae ) analyzed using nested PCR-DGGE 

LIU Shu-Ping ”’*, WANG Xin ’, XU Hong-Xing , TANG Jiang-Wu , ZHENG Xu-Song , YANG Ya- 
Jun ，LU Zhong-Xian’’” (1. Institute of Plant Protection and Microbiology, Zhejiang Academy of 
Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, China; 2. School of Life and Environment Science, Hangzhou 
Normal University, Hangzhou 310036, China) 

Abstract: The objective of this research is to analyze the diversity of Wolbachia in insects by using nested 
PCR-DGGE. Samples of Anagrus nilaparvatae, one of dominant egg parasitoids of rice planthoppers in 
Asian Trice growth area, were collected from Hangzhou, China and the Philippines. After the total DNA 
was extracted , the 16S rDNA and wsp gene fragments of Wolbachia were amplified with nested PCR, and 
then analyzed using DGGE. The results showed that Wolbachia in A. nilaparvatae were sensitively and 
exactly detected based on 16S rDNA gene, and the dominant bacteria in A. nilaparvatae were 
Acinetobacter sp., Methylophilus sp., Acidovorax sp., Burkholderia sp. and Wolbachia sp. The analysis of 
wsp gene showed that Wolbachia in A. nilaparvatae from Hangzhou belongs to group A, sub-group Mors, 
and that from the Philippines belongs to group A, sub-group Dro. The results suggest that nested PCR- 
DGGE is an effective molecular tool for detecting the diversity of Wolbachia in Anagrus sp., and the 16S 
rDNA gene fragment is the optimal biomarker for Wolbachia detection, while the wsp gene is the optimal 
biomarker for Wolbachia species identification and classification. 
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寄生 蜂 体 内 存在 着 大 量 的 共生 微生物 , 其 中 ”生殖 行为 异常 , 加快 种 群 增长 速率 , 使 寄生 蜂 更 容 
Wolbachia 分 布 最 广 ， 它 不 仅 能 诱导 寄生 蜂 产 肉 孤 。 吻 进 入 新 生境 并 建立 种 群 , 对 寄生 蜂 种 群 分 化 有 重 
雌 生 殖 和 细胞 质 不 亲 和 ，, 使 寄主 后 代 性 比 失 衡 , 而 要 意义 (Aeschilimann，1990; Stouthamer，1993 ; 
且 也 可 增强 雌性 繁殖 力 和 雄性 生育 力 , 引起 寄主 的 。 Almeida, 2004; 刘 淑 平 等 , 2011)。 此 外 ,， Wolbachia 
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还 影响 寄生 蜂 行 走 和 扩散 能 力 、 寄 生 率 和 羽化 率 、 
寿命 、 竞 争 力 和 泪 育 等 (Hohmann and Luck ，2000 ; 
Silva et al., 2000; Pintureau et al., 2003; Almeida, 
2004 ) 。 对 寄生 蜂 体内 共生 菌 的 研究 有 助 于 我 们 深入 
探索 寄生 蜂 和 寄主 昆虫 之 间 的 协同 进化 关系 、 攻 克 寄 
主 防御 系统 以 及 调控 寄主 生长 发 育 并 正确 理解 寄生 蜂 
成 功 进化 的 生态 策略 ( 徐 红星 等 , 2009) 。 同 时 , 对 提 
高 寄生 蜂 的 人 工 繁育 效率 、 控 制 农林 重大 害虫 的 发 生 
与 危害 的 淤 能 均 具 有 重要 的 理论 和 实践 意义 。 

到 目前 为 止 ，Wolbachia 尚 无 法 在 寄主 体外 进 
行 培养 ,所 以 很 难 用 传统 微 生 学 的 方法 对 
Wolbachia 进行 研究 ( 黎 鹏 和 沈 佐 锐 ,， 2002)。 随 着 
不 依赖 培养 的 分 子 生 物 学 技术 方法 的 快速 发 展 , 尤 
其 是 PCR 技术 和 分 子 系统 学 方法 的 应 用 , 大 大 促 
进 了 昆虫 体内 微生物 的 研究 (Sim5es ef al., 2011)。 
目前 第 用 于 人 研究 Wolbachia 的 分 子 标记 主要 是 位 于 
核糖 体 RNA 基因 编码 区 (16S rDNA, 23S rDNA 和 
5S rDNA)、 核 糖 体 RNA 基因 非 编码 区 (16S 和 23S 
rRNA 编码 基因 间 的 间隔 区 ITS-1 以 及 位 于 23S 和 
5S rRNA 编码 基因 间 的 间隔 区 ITS-2 ) 的 序列 ,以 及 
编码 蛋白 的 基因 序列 ,如 wsp 基因 和 fisz 基因 等 。 
尽管 如 此 , 对 昆虫 体内 Wolbachia 的 检测 及 其 种 群 
结构 与 多 样 性 的 分 析 等 重要 的 问题 尚 有 香 更 为 深入 
地 研究。 

变性 梯度 凝 胺 电泳 (denaturing gradient gel 
electrophoresis， DGGE ) 是 当前 广泛 应 用 的 分 子 微 生 
物 生 态 学 技术 , 在 微生物 检测 、 微 生物 群落 结构 和 
多 样 性 分 析 等 方面 具有 明显 的 优越 性 ( Muyzer 
et al.，2004 )。 本 研究 以 称 恒 经 小 蜂 Anapgrus 
nilaparvatae 为 研究 对 象 , 采用 目前 常用 的 用 于 
Wolbachia 分 析 的 分 子 标记 ,应 用 蘑 式 PCR 结合 
DGGE 的 技术 ,分 析 继 小 蜂 体 内 Wolbachia 的 多 样 
性 , 探讨 PCR-DGGE 技术 在 检测 缀 小 蜂 体 内 
Wolbachia 检测 及 其 多 样 性 的 可 行 性 ， 并 找到 适合 
Wolbachia 多 样 性 分 析 的 分 子 标记 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

稳 剧 组 小 蜂 分 别 采 目 杭 州 市 浙江 省 农业 科学 院 
区 日 试验 田 和 菲律宾 国际 水 稳 人 研究 所 试验 农场 稻 
田 。 其 中 杭州 种 群 分 别 在 22 和 285 的 培养 箱 内 
用 感 虫 水 稻 品 种 TN1 饲养 的 褐飞虱 卵 连续 紧 殖 2 
代 , 标记 为 TI 和 T2, 菲律宾 种 群 标记 为 P5。 挑 选 


出 内 成 蜂 , 保存 于 -72% 冰箱 备用 。 
1.2 基因 组 DNA 提取 

将 低温 保存 的 稻 翅 组 小 蜂 样 品 取出 ， 置 于 尘 净 
工作 台 解 冻 。 每 实验 种 群 分 别 取 10 头 肉 成 蜂 样 品 
痰 入 无 菌 的 2 mL 离心 管 中 , 加 入 1 mL 70% 的 乙 
醇 ， 轻 轻 晃 动 S min, 随后 用 无 落水 漂洗 3 次 , 重复 
该 步骤 3 次 以 去 除 稻 避 组 小 蜂 表 面 的 细 奋 。 

采用 DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen Corp. ) 
提取 稻 各 组 小 蜂 样品 的 基因 组 DNA。 将 去 除 表面 
细菌 的 称 乔 缕 小 蜂 样 品 置 于 新 的 无 菌 的 2 mL 离心 
管 中 , 加 入 180 kL 的 ATL buffer， 用 无 菌 的 玻璃 棒 
研磨 样品 直至 肉眼 看 不 到 虫 体 组 织 。 回 离心 管 中 加 
入 20 kL 的 和 蛋 日 酶 Kk, 充分 混合 后 放 和 水浴 择 床 
中 , 56 忆 条 件 下 水 浴 过 夜 。 随 后 步骤 参照 试剂 盒 提 
供 的 操作 步骤 进行 。 提 取 获 得 的 DNA 样品 用 
NanoDrop-2000 (Thermo Corp. ) 测定 浓度 后 置 于 
-20% 保存 备用 。 
1.3 引物 

采用 常用 于 Wolbachia 分 析 的 分 子 标记 , 包括 
16S rRNA 基因 片段 引物 99F 和 994R 以 及 315F 和 
628R, 以 及 编码 外 膜 重 日 的 wsp 基因 卢 段 引物 81F 
和 691R; 其 他 引物 为 进行 巢 式 PCR 所 用 的 引物 。 
具体 信息 见 表 1。 
1.4 贷 式 PCR-DGGE 分 析 稳 虱 细 小 蜂 体 内 
Wolbachia 多 样 性 

参考 Zouache 等 (2009 ) 的 思路 , 采用 旧式 PCR- 
DGGE 的 方法 对 稳重 幼小 蜂 体 内 Wolbachia 的 多 样 
性 进行 分 析 ， 以 样品 中 总 细菌 、 除 Wolbachia 以 外 
的 细菌 作为 对 照 ， 以 评估 DNA 提取 、PCR 过 程 对 
Wolbachia 检测 可 能 的 影响 。 采 用 DGGE 分 析 wsp 
基因 片段 和 16S 基因 片段 以 检测 Wolbachia 的 多 样 
性 , 并 评估 两 类 分 子 标记 对 Wolbachia 多 样 性 检测 

影响。 具体 步骤 如 图 1 所 示 。 

1.S PCR 扩 增 

参照 图 1 中 的 路 线 图 , 以 提取 获得 的 TI，T2 
和 PS 样品 总 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 。PCR 反 
应 总 体系 为 25 nL, 包 括 2.5 AL 10 x PCR Buffer( 包 
含 20 mmolL 的 MgCl,), 1 U 的 TransTaq-T DNA 
Polymerase ( TransCen Corp. ) 2 ML dNTPs (2.5 
mmol/L each ) , 正 反 回 引 物 各 0.4 pL(10 pmol/L) 
(其 中 扩 增 wsp 基因 所 用 的 引物 81F 和 691R 为 0.5 
uL) ,DNA 模板 10 ~20 ng, 用 ddH0 补 加 到 25 pL。 
PCR 反应 的 程序 为 94% 4 min, 94%C 1 min, 55%C 
45 s (其 中 , 用 99F/994R, 315F/628R 和 81F/691R 
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表 1 研究 所 用 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 
类 群 Taxa 基因 Gene 引物 Primer 引物 序列 Primer sequence (5’ -37) 来 源 References 
真 细菌 ITS + 1G” REUB GCCAAGGCATCCACC Carcfa-Martfnez et al., 1999 
Eubacteria Irs 27F GTGCTGCAGAGAGTTTGCATCCTGGCTCAG Lane, 1991 
1492R CACGGATCCTACGGGTACCTTGTTACGACTT 
V3 regilon rrs 341FP CTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al., 1993 
$17R ATTACCGCGGCTGCTGG 
Wolbachia ITS 99F TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT O'Neill et al., 1992 
994R GAATAGGTATGATTTTCATGT 
315F? GCATGAGTGAAGAAGGCC Li et al., 2007 
628R AGATAGA CGCCTTCGCCA 
wsp 81FP GGTCCAATAAGTGTATGAAGAAAC Braig et al., 1998 
691R AAAGGGGACTGATGATGT Zhou et al., 1998 


aIG 为 编码 16S 基因 和 23S 基因 之 间 的 基因 序列 IG is the intergenic gene between rrs and the 23S gene;* 用 于 DGGE 分 析 时 , 该 引物 的 S" 端 连接 
一 段 富 含 GC 的 序列 ， 其 序列 如 下 : 5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCC-3' (When the primer is used for DGGE, a 
GC clamp is attached to its $’ end, and the sequence is $’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCC-3'). 


总 DNA 
Total DNA ] 
| 除 Wolbachia 以 外 
的 细菌 分 析 
Wolbachia 分 析 总 细菌 分 析 Bacteria analysis 


Total bacteria analysis 


Wolbachia analysis without Wolbachia 


Wolbachia 特异 性 引 扩 增 16S rDNA 基 扩 增 16S rDNA 到 
物 扩 增 不 同 基因 片段 因 片 段 ITS-1 区 基因 片段 
PCR with Wolpachia Amplification of 16S Amplification of 


specific primers rDNA gene fragment 16S -ITS1 fragment 


cs 扩 增 16S rDNA 基因 片段 
16S IDNA 16S rDNA 16S rDNA Amplification of 16S rDNA 
基因 片段 基因 片段 基因 片段 gene fragment 
16S rDNA 16S rDNA 16S rDNA 
gene gene gone 16S rDNA 基因 片段 
fragment fragment fragment 16S rDNA gene fragment 
31SF/628R 99F/994R 27F/1492R 27F/1492R 
16S rDNA V3 区 片段 (引物 带 有 GC 夹子 ) 
wsp 基因 片段 16S rDNA V3 region fragment with GC- clamp 


(引物 带 有 GC 夹子 ) 


wsp gene fragment 
with GC -clamp 


一 一 一 ”DGGE 分 析 
DGGE analysis 


图 1 集 式 PCR-DGGE 分 析 稻 剧组 小 蜂 体 内 Wolbachia 多 样 性 的 流程 


Fig. 1 Flow chart for diversity analysis of Wolbachia in Anagrus nilaparvatae using nested PCR-DGGE 


引物 扩 增 相应 基因 片段 时 为 51C ), 72%C 45 s (其 
中 ,用 27F/1492R 和 27FZREUB 引物 扩 增 相应 基因 
片段 时 为 1.5 min), 第 2 ~4 步 进行 31 个 循环 , 在 
72 延伸 8 min 后 停止 反应 。PCR 产物 用 1% 琢 脂 
糖 电 泳 检测 ,电泳 图 经 Quantity One 软件 ( Bio-Rad 
Corp. ) 数字 化 处 理 , 参照 电泳 时 Marker 对 应 条 和 带 的 
DNA 含量 进行 相对 和 定量 。 


1.6 PCR 产物 的 DGGE 分 析 

PCR 产物 用 基因 突变 检测 系统 (Bio-Rad 
Dcode, USA ) 分 析 ， 用 于 分 析 GC + 341F、517R 引 
物 扩 增 获得 的 16S rDNA V3 区 捕 段 的 PACE( 聚 两 
烯 酰 胺 ) 胶 浓 上 度 为 8% (质量 浓度 )， 变性 梯度 为 
40% ~60% (100% 的 变性 剂 包括 7 mol/L 的 尿素 和 
40% 的 甲 酰胺 )。 用 于 分 析 GC + 81F、691R 引物 扩 
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增 获 得 的 wsp 基因 片段 的 PAGE 胶 浓 度 为 6% ( 质 
量 浓度 ) , 变性 梯度 为 20% ~40% 。PCR 产物 上 样 
量 为 500 ng, 在 预 热 60% 的 1xTAE (20 mmol/L 
Tris-HCL，10 mmolLLE 酷 酸 , 0.5 mmol/L Na, EDTA ) 
和 40V 电压 下 , 电泳 50 min, 然后 在 120 V 电压 下 ， 
电泳 4~$h。PAGE 胺 在 EB 染 液 中 染色 25 min 后 用 
TANNON-2500 效 胶 成 像 系统 采集 图 像 。 
1.7 DGGE 条 市 的 回收 、 克 隆 、 测 序 及 分 析 
DGGE 凝 胶 中 的 主要 条 带 切 下 后 用 ddH,0 冲 
洗 , 的 碎 后 用 30 pL TE buffer 在 4C 浸泡 过 夜 
PCR 回收 的 切 下 的 条 带 中 的 DNA。 回 收 条 市 的 
PCR 产物 再 次 经 DGGE 检测 以 确保 回收 条 带 PCR 
产物 的 正确 。PCR 产物 用 SanPrep 柱 式 DNA 胶 回 
收 试剂 盒 ( Sangon Corp. ) 纯化 后 连 人 pMD18-T 载 
体 , 转 人 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DHSa 感受 态 细 
胞 , 采用 菌落 PCR 检测 阳性 克隆 , 每 个 样品 随机 挑 
选 3 个 载 有 插入 片段 的 阳性 克隆 送 交 上 海 生 工 公司 
测序 。 测 序 结果 在 GenBank 中 比 对 分 析 之 后 用 
MEGA 4.1 软件 以 Neighbor-Joining 法 构建 系统 发 育 
树 ， 各 分 文 的 bootstrap 置信 和 度 用 1 000 次 目 导 复制 
来 评价 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 织 小 蜂 体 内 细菌 和 Wolbachia 多 样 性 的 
DGGE 分 析 

以 提取 的 绢 小 蜂 总 DNA 为 模板 , 用 引物 99F/ 
994R 和 315F/628R 扩 增 获得 了 相应 的 Wolbachia 
16S rDNA 基因 片段 , 同时 用 引物 27F/1492R 扩 增 
16S rDNA 基因 ， 用 27F/REUB 扩 增 不 含 Wolbachia 
细菌 的 16S rDNA 基因 延伸 至 转录 间隔 区 的 片段 ， 
并 随即 用 引物 27F/1492R 扩 增 16S rDNA 基因 。 在 
梨 式 PCR 中 , 以 引物 99F/994R, 315F/628R, 27F/ 
1492R 的 PCR 产物 为 模板 ,用 市 有 GC 夹子 的 
341F/517R 引物 扩 增 获得 16S rDNA V3 区 片段 。 上 
述 产 物 用 DGGE 进行 分 析 。16S rDNA V3 区 片段 的 
DGGE 结果 如 图 2 所 示 , 由 图 2 可 以 看 出 ,用 
Wolbachia 的 16S rDNA 特异 性 引物 99F/994R 和 
315F/628R 扩 增 的 片段 为 模板 扩 增 的 16S rDNA V3 
区 片段 在 不 同样 品 中 均 出 现 明 显 的 优势 条 带 ， 除 
99F/994R 对 T2 的 扩 增 结果 外 ,其 他 引物 扩 增 不 同 
样品 的 DGGE 图 谱 中 优势 条 带 处 于 相同 位 置 。 尺 
管 两 类 引物 扩 增 产物 同 为 Wolbachia 的 16S rDNA 基 
因 片 段 , 但 嘛 式 PCR 的 扩 增 结果 显示 它们 在 16S 


rDNA V3 区 的 扩 增 效果 是 不 同 的 , 315F/628R 引物 
对 Wolbachia 的 扩 增 效果 明显 好 于 99F/994R。 对 
DGGE 条 融 2, 3, 5 和 8 的 切 胶 回收 经 测序 分 析 结 
果 显 示 它 们 均 是 Wolbachia( 图 3)。 

细菌 通用 引物 27F/1492R 可 以 扩 增 绢 小 蜂 体 
内 所 有 细菌 。 而 由 于 Wolbahia 的 16S rDNA 基因 没 
有 ITS-1 区 ,引物 27FAREUB 扩 增 绢 小 蜂 体内 除 
Wolbahia 外 的 所 有 细菌 。 缕 小 蜂 体 内 细菌 的 16S 
rDNA V3 区 片段 的 DGGE 分 析 结 果 显 示 ( 图 2), 两 
类 引物 最 终 扩 增产 物 DGGE 图 谱 中 主要 条 市 是 相 
同 的 , 在 一 些 是 Wolbahia 的 条 带 的 位 置 有 细微 的 差 
异 。 对 主要 条 融 切 胶 回 收 、 克 隆 、 测序, 结果 表明 
缕 小 蜂 体 内 的 细菌 主要 是 Acinetobacter sp.， 
Methylophilus sp., Acidovorax sp. 和 Burkholderia sp. 
(图 3)。 
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图 2 16S rDNA V3 区 片段 的 DGGE 结果 
Fig. 2 DGGE profile of 16S rDNA V3 fragements amplified 
with different primer pairs 

图 中 泳 道 编号 为 绢 小 蜂 样品 , 分 组 标记 为 V3 区 产物 的 模板 来 源 。 
Th lie tory deiate the Sains -OE A wer end ii 
group numbers denote the original templates of the V3 fragements. T1, 
T2: 杭州 种 群 Hangzhou populations; P5: 菲律宾 种 群 Philippine 
1 二 图 相同 The paine for Rig 条 


2.2 继 小 蜂 体 内 Wolbachia 编码 外 膜 蛋 和 白 基 因 
(wsp ) 的 DGGE 分 析 

用 市 有 GC 夹子 的 引物 扩 增 组 小 蜂 Wolbachia 
编码 外 膜 蛋 日 基因 (wsp) 片 段 , 在 优化 的 实验 条 件 
下 进行 DGGE 分 析 , 结果 如 图 4 所 示 。 在 DGGE 图 
谱 中 , 所 有 样品 均 有 1 个 明显 的 优势 条 带 , 采集 于 
浙江 杭州 的 样品 (Tl 和 了 2) 中 含有 的 wsp 基因 与 非 
律 宾 样品 (PS ) 中 含有 的 wsp 基因 存在 差异 。 对 两 
种 条 带 切 胶 回 收 、 克 隆 、 测序 , 进入 NCBI 数据 库 进 
行 比 对 , 选取 相似 性 最 高 的 序列 ,以 及 不 同 分 组 的 
已 知 wsp 基因 序列 进行 系统 发 育 分 析 并 构建 系统 发 
育 树 。 样 品 T 和 2 的 缕 小 蜂 中 感染 的 Wolbachia 
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Band 3 
DEQ981210.1 Uncultured bacterium clone 
GQ206310.1 Wolbachia endosymbiont of Sogatella furcifera 
AB039037.1 Wolbachia sp. wFur gene for 16S TRNA 
X65672.1 Wolbachia sp. (from Chonetes striatellus) 
Band 2 
GU236946.1 Wolbachia endosymbiont of Agelasa nigriceps 
AB545029.1 Secondary endosymbiont of Curculio sikkimensis 
GU091499.1 Wolbachia endosymbiont of Hypolimnas bolina 
0 GQ229439.1 Wolbachia endosymbiont of Balloniscus sellowii 
GUS92788.1 Wolbachia endosymbiont of Formica polyctena 
AB545028.1 Secondary endosymbiont of Curculio sikkimensis 
Band 5 
GUS92780.1 Wolbachia endosymbiont of Formica cinerea 
GQ167636.1 Wolbachia sp. Pmo 16S rRNA gene 
HQ286291.1 Wolbachia endosymbiont of Oedothorax gibbosus 
100| GU091303.1 Wolbachia endosymbiont of Hypolimnas bolina 
GUS92789.1 Wolbachia endosymbiont of Formica lugubris 
GQ229449.1 Wolbachia endosymbiont of Balloniscus sp. 
Band 8 


ww 
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HMS582685.1 Acinetobacter sp. 
99| GU204970.1 Acinetobacter calcoaceticus 
Band 6 


HM186540.1 Uncultured bacterium 
Band 9 


HQ011663.1 Uncultured bacterium clone 
100 Band 1 
HQ011667.1 Uncultured bacterium clone 
DQ922732.1 Methylophilus leisingeri 
HQ133038.1 Methylophilaceae bacterium 
AB548250.1 Methylophilus sp. 
M21292.1 WLBRRBSA Wolbachia persica T 
Band 7 
96 HM461232.1 Burkholderia sp. 
9| HQ379137.1 Uncultured Ralstonia sp. 
5 HQ267096.1 Ralstonia pickettii 
Band 4 
100 AB598642.2 Uncultured Acidovorax sp. 
0.02 HQ259691.1 Acidovorax temperans 


图 3 16S rDNA V3 区 片段 DGGE 切 胶 条 带 测序 结果 的 系统 发 育 分 析 ( Neighbor-joining 法 ) 
Fig. 3 Phylogenetic tree of 16S rRNA gene sequences obtained by PCR-DGGE ( Neighbor-joining method ) 
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属于 A 组 的 Mors 亚 组 , 样品 PS 的 绢 小 蜂 中 感染 的 
Wolbachia 属于 A 组 的 Dro 亚 组 (图 5)。 
3 讨论 
Wolbachia 对 宿主 生殖 方式 的 调控 使 其 在 物种 
分 化 等 研究 中 具有 重要 的 理论 意义 , 在 有 害 生 物 的 
防治 上 具有 巨大 的 潜在 应 用 价值 ， 是 研究 的 热点 领 
域 。 到 目前 为 止 ，Wolbachia 尚 无 法 在 寄主 体外 进 
行 纯 培养 相关 的 研究 主要 借助 以 PCR 为 基础 的 
分 子 生 物 学 技术 。 篆 用 于 Wolbachia 检测 的 分 子 标 
图 4 强 小 蜂 体 内 Wolbachia wsp 基因 片段 的 DGGE 钙 果 记 中 , wsp 基因 被 认为 是 Wolbachia 基因 中 进化 最 
Fig. 4 DGGE profile of wsp gene fragment of Wolbachia 决 的 一 种 ,在 当前 Wolbachia 检测 中 应 用 最 为 广泛 
(Zhou et al., 1998 ) ,也 有 人 研究 人 员 认 为 16S rDNA 
基因 片段 相对 于 wsp 基因 而 言 具 有 更 高 的 检测 灵敏 
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70| AY330318.1 Wolbachia endosymbiont of Tyichodectes sp. wsp gene 
AF020078.1 Wolbachia sp. Wcen wsp gene 

DQ380868.1 Wolbachia endosymbiont of Ravinia querula wsp gene 

AF071911.1 Wolbachia sp. WKue wsp gene 

AF020063.2 Wolbachia sp. Wmel wsp gene 

AF020038.1 Wolbachia sp. WalbA wsp gene 

AF020070.1 Wolbachia sp. Wri wsp gene 

AF020077.1 Wolbachia sp. Waus wsp gene 

AF020082.1 Wolbachia sp. Wpap wsp gene 

AF020068.1 Wolbachia sp. Wha wsp gene 

AF071910.1 Wolbachia sp. wDro wsp gene 

DQ493720.1 Wolbachia endosymbiont of Dryocosmus kuriphilus wsp gene 

Band 2 

100 AB037897.1 Wolbachia sp. wForm wsp gene 
AF020039.1 Wolbachia sp. WalbB wsp gene 


AJ291372.1 Wolbachia sp.wBtabl wsp gene 
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图 5 wsp 基因 片段 DGGE 切 胶 条 带 测 序 结果 的 系统 发 育 分 析 ( Neighbor-joining 法 ) 
Fig. 9 Phylogenetic tree of wsp gene sequences obtained by PCR-DGGE (Neighbor-joining method ) 


度 (Li et al., 2007; 曲折 等 , 2009) 。 但 无 论 应 用 何 
种 分 子 标记 , 基于 PCR 的 检测 方法 在 应 用 过 程 中 ， 
影响 PCR 结果 的 因素 必然 会 影响 到 Wolbachia 的 检 
测 。 尤 其 是 在 检测 Wolbachia 存在 与 否 时 ，DNA 的 
提取 效果 、PCR 的 反应 体系 和 反应 条 件 、Wolbachia 
在 DNA 样本 中 的 含量 等 , 均 会 影响 到 最 终 的 结 

而 当前 的 研究 中 ， 尚 缺乏 一 个 相对 严谨 的 检测 
Wolbachia 的 体系 。 本 研究 采用 的 梨 式 PCR-DGGE 
的 方法 , 在 检测 Wolbachia 的 过 程 中 有 着 一 定 的 优 
势 。 首 先 , 16S rDNA 基因 在 检测 过 程 中 有 着 高 于 
其 他 功能 基因 分 子 标 记 的 灵敏 度 ， 有 利于 提高 
Wolbachia 的 检 出 率 ; 其 次 , 对 样品 中 其 他 细菌 16S 
rDNA 基因 的 扩 增 结果 是 一 个 显示 样品 DNA 提取 歼 
有 果 的 良好 对 照 ， 避 人 免 因 提取 的 样品 DNA 质量 较 差 
出 现 假 阴 性 结果 ; 再 次 , 采用 莫 式 PCR 可 以 提高 扩 
增产 物 的 特异 性 , 与 此 同时 ,DGGE 的 结果 可 以 通 
过 条 市 的 回收 和 测序 分 析 再 次 确定 阳性 结果 ,， 且 可 
以 了 解 样品 中 Wolbachia 的 种 属 信息 。 此 外 ,对 样 
品 中 含有 总 细菌 和 除 Wolbachia 外 细菌 的 梨 式 PCR- 
DGGE 分 析 , 也 可 用 以 佐证 Wolbachia 的 存在 与 否 ， 
为 从 理论 上 讲 ， 当 样品 中 Wolbachia 确实 不 存在 ， 
样品 中 总 细菌 和 除 Wolbachia 外 细菌 的 16S rDNA 高 
变 区 DGGE 图 谱 应 完全 相同 。 因 此 , 在 经 过 多 种 样 
品 实践 检验 的 基础 上 , 巢 式 PCR-DGGE 将 可 望 成 为 
检测 样品 中 Wolbachia 存在 的 可 徘 方 法 。 

DGGE 技术 是 由 Fischer 和 Lerman (1983 ) 于 
1979 年 最 先 提出 的 用 于 检测 DNA 突变 的 一 种 电泳 
技术 , 理论 上 可 以 分 开 两 条 有 1 个 碱 基 差异 的 等 长 
序列 。Muyzer 等 (1993 ) 首次 将 DGGE 技术 应 用 于 


微生物 生态 学 研究 ,多 年 来 的 研究 结果 证 实 了 这 种 
技术 在 研究 目 然 界 微生物 群落 的 遗传 多 样 性 和 种 群 
差异 方面 具有 明显 的 优越 性 。 昆 虫 体内 Wolbachia 
的 多 样 性 及 其 种 群 的 变化 也 是 重要 的 研究 领域 , 采 
用 DGGE 技术 不 但 可 以 直观 地 看 出 样品 中 
Wolbachia 的 种 类 数 , 还 可 以 经 切 腕 回收 和 克隆 、 测 
序 分 析 确 定 Wolbachia 的 种 属 和 分 组 信息 。 如 本 人 研 
究 中 对 wsp 基因 卢 段 的 DCGE 分 析 结 果 显 示 , 来 目 
浙江 杭州 徘 律 宾 的 样品 中 均 只 感染 1 种 
Wolbachia, 分 别 属于 A 组 的 Mors 亚 组 和 A 组 的 
Dro 亚 组 (图 5)。 此 外 , 采用 DGGE 技术 可 以 一 次 
分 析 大 量 的 样品 , 在 分 析 多 种 样品 中 Wolbachia 的 
多 样 性 ,以 及 Wolbachia 的 种 群 变化 中 有 着 其 他 分 
子 方法 无 可 蔡 代 的 优势 。 因 此 ，PCR-DCGCE 技术 可 
望 为 Wolbachia 的 群落 结构 和 多 样 性 的 研 提供 有 力 
的 技术 文 持 。 

DGGE 技术 分 析 的 DNA 序列 片段 通常 不 超过 
500 bp， 因 而 在 应 用 中 需要 选择 合适 长 度 、 在 系统 
进化 上 有 差异 的 基因 序列 。 在 本 研究 中 选取 的 wsp 
基因 片段 以 及 olpauchia 的 16S rDNA 特异 性 基因 片 
段 的 V3 高 变 区 , 在 DGGE 图 谱 中 均 得 以 较 好 地 分 
离 ( 图 2, 4)。 不 同样 品 用 Wolbachia 的 16S rDNA 
特异 引物 99F/994R 和 315F/628R 经 梨 式 PCR 获 
得 的 16S rDNA V3 区 产物 的 DGGE 图 谱 中 (图 2) ， 
2 号 条 带 是 各 样品 共有 的 主要 条 带 , 而 wsp 基因 片 
段 的 DGGE 结果 则 显示 出 了 来 自 浙 江 杭州 徘 律 
宾 样 品 中 Wolbachia 的 差异 , 这 可 能 是 wsp 基因 在 
进化 中 较 其 他 基因 较 快 的 缘故 ,表明 wsp 基因 是 
Wolbachia 分 型 的 较 好 分 子 标 记 。 与 此 同时 ，16S 


1360 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 54 卷 


rDNA V3 区 的 DGGE 结果 显示 不 同样 品 中 均 含 有 
不 止 1 种 Wolbachia，Wolbachia 不 能 培养 获得 纯 种 ， 
使 得 其 16S rDNA 引物 的 设计 需要 参考 在 系统 发 育 
上 进化 关系 比较 接近 种 属 的 16S 序列 信息 , 其 特异 
性 低 于 wsp 基因 也 是 必然 , 但 在 Wolbachia 检测 中 
却 有 着 更 高 的 灵敏 性 , 同时 , 对 获得 的 基因 片段 进 
行 测序 、 系 统 发 育 分 析 可 以 一 定 程度 上 确认 检测 的 
结果 。 以 315F/628R 引物 扩 增 的 16S rDNA 基因 片 
段 为 模板 进行 巢 式 PCR 扩 增 获得 的 16S rDNA V3 
区 基因 厂 段 ，DGGE 分 析 的 结果 显示 样品 中 多 种 
Wolbachia 的 存在 , 且 其 检测 的 Wolbachia 种 类 多 于 
引物 99F/994R 的 检测 效果 ,可 能 片段 长 度 相 对 较 
小 的 315F/628R 引物 具有 更 高 的 灵敏 度 。 总 体 而 
言 , 运用 桌 式 PCR-DGGE 检测 样 员 中 Wolbachia 的 
存在 , 16S rDNA 基因 片段 是 相对 较 好 的 分 子 标记 ， 
而 在 分 析 Wolbachia 的 多 样 性 以 及 Wolbachia 种 属 鉴 
定 和 分 型 中 , wsp 基因 是 较 佳 的 分 子 标记 。 


致谢 承蒙 国际 水 稻 研 究 所 分 类 专家 A.T. Barrion 博 
士 鉴定 稻 虱 细 小 蜂 标 本 , 福建 农林 大 学 植物 保护 学 
院 2007 级 本 科 生 闲 清 强 参 加 部 分 试验 , 谨 此 致谢 ! 


参考 文献 (References) 


Aeschilimann JP, 1990. Simultaneous occurrence of thelytoky and 
bisexuality in hymenopteran species, and its implications for the 
biological control of pests. Entomophaga, 35(1).:3-5. 

Almeida RP, 2004. Trichogramma and [ts Relationship with Wolbachia: 
Identification of Trichogramma Species, Phylogeny, Transfer and 
Costs of Wolbachia Symbionts. PhD Dissertation, Wagenignen 
University, the Netherlands. 

Braig HR, Zhou W, Dobson SL, O’ Neill SL, 1998. Cloning and 
characterization of a gene encoding the major surface protein of the 
bacterial endosymbiont Wolbachia pipientis. J. Bacteriol., 180(9). 
2373 -2378. 

Fischer SG, Lerman LS, 1983. DNA fragments differng by single base- 
pair substitutions are separated in denaturing gradient gels: 
correspondence with melting theory. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
80(6).: 1579 -1583. 

Garcia-Martfnez J, Acinas SG, Ant6on AI，Rodrfguez-Valera F, 1999. 
Use of the 16S-23S Tibosomal genes spacer region in studies of 
prokaryotic diversity. J. Microbiol. Meth., 36(1(2).:55—64. 

Gong P, Shen ZR, 2002. Molecular diagnostic techniques of Wolbachia. 
Pereditas, 24(2) : 207 -210. |[ 覆 鹏 , 沈 佐 锐 ,， 2002. PCR 为 基 
础 的 分 子 技 术 检 测 沃 尔 巴 克 氏 体 的 研究 进展 . 遗传 , 24 (2): 
207 -210| 

Hohmann CL, Luck RF, 2000. Effect of temperature on the development 
and thermal requirements of Wolbachia-infected and antibiotically 


cured Trichogramma kaykai Pinto and Stouthamer ( Hymenoptera: 


Trichogrammatidae ) . An. Soc. Entomol. Bras.，29(3 ) : 497 -505. 


Lane DJ, 1991. 16S/23S TRNA sequencing. In: Stackebrandt E, 
Goodfellow M eds. 
Systematics. John Wiley and Sons, Chichester, United Kingdom. 
113 -147. 

[LiZX, Lin HZ, Guo XP, 2007. Prevalence of Wolbachia infection in 
Bemisia tabaci. Curr. Microbiol., 54(6).: 467 -471. 

Liu SP, Xu HX, Zheng XS, Lu ZX, 2011. The research progress in 
Wolbachia bacteria in the parasitic wasps. Journal of Environmental 
Entomology,，33(1): 107 -116. [ 刘 淑 平 , 徐 红星 ,， 郑 许 松 ， 吕 
仲 贤 , 2011. 寄生 蜂 体内 共生 菌 Wolbachia 研究 进展 . 环境 昆虫 
学 报 , 33(1): 107 -116 

Muyzer G, Brinkhoff T, Niibel U, Santegoeds C, Schifer H, Wawer CQ， 
2004. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) in microbial 
ecology. In: Kowalchuk GA, de Bruijn FJ, Head IM, Akkermans 
ADL, van Elsas JD eds. Molecular Microbial Ecology Manual. 
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht. 743 -769. 

Muyzer G, de Waal EC, Uitterlinden AG, 1993. Profiling of complex 


microbial populations by denaturmg gradient gel electrophoresis 


Nucleic Acid Techniques in Bacterial 


analysis of polymerase chain reaction-amplified genes coding for 16S 
TRNA. Appl. Environ. Microbiol., 59(3).: 695 -700. 

O'Neill S L, Giordano R, Colbert AM, Karr, TL, Robertson HM., 
1992. 16S rRNA phylogenetic analysis of the bacterial 
endosymbionts associated with cytoplasmic incompatibility in 
insects. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89(7). 2699 -2702. 

Pintureau B, Pizzol J, Bolland P, 2003. Effects of endosymbiotic 
Wolbachia on the diapause in Trichogramma hosts and effects of the 
diapause on Wolbachia. Entomol. Exp. Appl., 106(3).: 193 -200. 

Qu Z, Cong B, Chu D, Dong H, 2009. Detection and type 
determination of Wolbachia based on 16S rDNA sequences. Acta 
Entomoligica Sinica, 52(5): 582 -587. [曲折 ,从 斌 , 褚 栋 ， 董 
辉 , 2009. 基于 16S rDNA 序列 的 Wolbachia 的 检测 及 分 型 . 昆 
虫 学报 , 52(5).: 582 -587] 

Silva IMMS, Van Meer MMM, Roskam MM, Hoogenboom A, Gort C， 
Stouthamer R, 2000. Biological control potential of Wolbachia- 
infected versus uninfected wasps: laboratory and greenhouse 
evaluation of Trichogramma cordubensis and T. deion strains. 
Biocontrol Sci. Techn., 10(3). 223 -238. 

Sim6es PM, Mialdea G, Reiss D, Sagot MF, Charlat S, 2011. 
Wolbachia detection: an assessment of standard PCR protocols. 
Mol. kcol. Resour., 11(3). 567 -572. 

Stouthamer R, 1993. The use of sexual versus asexual wasps in biological 
control. Biol. Control, 38(1): 3 -6. 

Xu HX, Zheng XS, Liu SP, Ye GY, Lu ZX, 2009. The role of 
endosymbionts in insect host resistance against adverse factors. 
Chinese Bulletin of Entomology, 46(3): 350 -354. [ 徐 红 星 ， 郑 
许 松 , 刘 淑 平 , 叶 蔡 银 , 吕 仲 贤 , 2009. 昆虫 内 共生 菌 在 昆虫 防 
御 中 的 作用 . 昆虫 知识 , 46(3) : 350 -354 ] 

Zhou W, Rousset F, O’ Neill S, 1998. Phylogeny and PCR-based 
classification of Wolbachia strains using wsp gene sequences. Prorc. 
R. Soc. Lond. B, 265(1395).: 509 -515. 

Zouache K, Voronin D, Tran-Van V, Mavingui P, 2009. Composition of 
bacterial communities associated with natural and laboratory 
populations of Asobara tabida infected with Wolbachia. Appl. 
Environ. Microbiol., 75(11).: 3755 - 3764. 

(责任 编辑 : 爱 德 成 ) 


